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(3) Zweidimensionat kristallisierte Makromolekulschichten 

Die Erfindung betrifft zweidimensional kristallisierte Ma- 
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tineinheiten tragenden lipiden Monoschicht aufgebaut sind. 
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Die Erfindung beirifft zweidimensional kristallisierte 
Makromolekiilschichten, welche unter Zuhilfenahme ei- 
ncr Biotineinheitcn tragenden lipiden Monoschicht auf- 
gebaut sind. 

Die Ausbildung kristalliner Schichten naturlicher Ma- 
kromolekule, insbesondere von Proteinen ist von beson- 
derem Interesse. Solche Schichten erlauben Strukturun- 
tersuchungen dieser Stoffe, die Moglichkeit zur Analyse 
strukturelter Zusammenhange zwischen den Molekulen 
sowie gegebenenfalls die Ausarbeitung neuer Anwen- 
dungsbereiche. Gerade jedoch interessierende Proteine 
bilden auf naturlichem Wege keine fur die Analyse ge- 
eignete Kristalle. Es hat deshalb nicht an Versuchen 
gefehlt, kristallisierte Proteinschichten zu erzeugen. So 
berichteten Uzigiris & Kornberg (Nature 301 [1983] 
1 25 - 129) von einem Verfahren zur Ausbildung zweidi- 
mensionaler Proteinschichten auf Lipidschichten. Die- 
ses Verfahren gestattet die spezifische Bindung von 
Proteinen an naturliche oder synthetische im ebenen 
Lipidfilm vorhandene Lipidliganden. Trotz der Bereit- 
stellung einer Reihe von kristallisierten Proteinschich- 
len bestand jedoch der Nachteil, daB fiir jedes Protein 
ein spezifischer Lipidligand, somit ein Protein-Antigen* 
Paar, zur Verfiigung stehen muB. In diesem Zusammen- 
hang wurde auch die Bildung von speziellen Protein- 
schichten, denen des Streptavidins, mit Hilfe dieser 
Technik, vorgeschlagen. Dazu wurde das fiir die Lipid- 
schicht vorgesehene Lipid mit einem Biotinliganden 
versehen, so daB sich auf Grund der besonders hohen 
Affinitat des Biotins zurri Streptavidin die Streptavidin- 
molekule an die Biotinliganden der Lipidschicht anla* 
gem kdnnen und im Wasser/Luft-Obergangsbereich ei- 
ne zweidimensional kristallisierte Streptavidinschicht 
bilden. Die direkte Beobachtung solcher Schichten ge- 
lingt mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie, der kirstal- 
line Charakter kann mittels Elektronenmikroskopie be- 
stimmt werden (Blankenburg et aU Biochemistry 1989, 
Vol. 28,8214). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es somit, 
kristallisierte Makromolekulschichten bereitzustellen, 
welche bisher auf einfache Weise nicht zugdnglich wa- 
ren. 

Es wurde nun gefunden, daB sich die gestellte Aufga- 
be mit zweidimensional kristallisierten Makromolekul- 
schichten losen laBt, welche aus einer ersten, Biotin- Ein- 
heiten tragenden lipiden Monoschicht und einer zwei- 
ten, an die Biotin-Einheiten sich anlagernde und kristal- 
lisierende Schicht aus Streptavidin sowie einer uber die 
freien aktiven Zentren der Streptavidin-Schicht aufge- 
bauten Schicht aus einem biotinilierten Makromolekul. 

Somit bestehen diese kristallisierten Makromolekul- 
schichten aus biotinilierten Makromolekulen, welche an 
die Streptavidinschicht gebunden sind. In einer weiteren 
Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Schichten wird 
die Bindung indirekt uber ein niedermolekulares oder 
potymeres Biotin-Ligand-Molekul erreicht Die Kristal- 
lisation der zweiten Makromolekulschicht wird sowohl 
durch die rezeptoraffine Bindung als auch durch die 
bereits vorhandene Ordnung der Streptavidinschicht in- 
duziert. 

In einer besonderen Ausgestaltung der erfindungsge- 
maBen Schichten bestehen die Makromolekule aus Pro- 
teinen. 

Die erste, die erfindungsgemaBen kristallisierten Ma- 
kromolekulschichten charakterisierende Biotin-Einhei- 
ten tragenden lipide Monoschicht besteht im allgemei- 



nen aus den bekannten aminofunktionellen Lipiden. 

Als besonders vorteilhaft im Sinne der Erfindung ha- 
ben sich hierbei Verbindungen, wie z. B. N-bioti- 
nyl(S-(t,2-bis(octadecyloxycarbonyl)ethyl)cystein, 
5 N-biotinyl-S- 1 -carboxy-2-((N,N-dioctadecylamino)car- 
bonyl)ethyl)cystein. N-biotinoyl-S- 1 -phosphatidyl3-gly- 
cerosn-dimyristoyl, N,N-dioctadecyl-N'-biotinyl-propa- 
nediamin and N,N-dioctadecyl-biotinamid erwiesen. 
An diese biotinilierte Lipidschicht ist nun eine Strep- 

io tavidin-Schicht uber die spezifischen Rezeptoren ange- 
lagert. Streptavidin ist ein Protein, das vier identische 
Untereinheiten aufweist, wobei jede ein Biotinmolekul 
binden kann. Die nicht kovalente Bindung zwischen 
Streptavidin und Biotin ist bekanntermaBen eine der 

is starksten, der Wert K a betragt etwa 10 15 mol -1 . Durch 
diese Anlagerung des Streptavidins an die Biotineinhei- 
ten der Lipidschicht entsteht eine geordnete, zweidi- 
rnensionale Schicht, wie sic beispielhaft in Fig. 1 mit (A) 
« Lipid, (B) - Biotin und (C) - Streptavidin dargestellt 

20 ist. Auf diese Weise entstehen sehr groBe zweidimensio- 
nale Streptavidin-Bereiche in einer Ausdehnung von 50 
bis 200 jim. Ihr Nachweis ist mit Hilfe der Fluoreszenz- 
Mikroskopie moglich. 
Mit der dargestellten Oberflache der zweidimensio- 

25 nal kristallisierten Steptavidinschicht wird nun die Anla- 
gerung eines biotinilierten, wasserloslichen Makromole- 
kiils, insbesondere eines biotinilierten Proteins an die 
freien Anlagerungsstellen der Biotinoberfiache mdglich. 
Solche wasserloslichen Makromolektile kdnnen biotini- 

30 liertes Poly(meth)acrylat. Polylysin, Polyvinylalkohol 
oder Dextron sein. Sie dienen der Verankerung eines 
weiteren Ligandmolekiils an die bereits kristallisierte 
Oberflache. Proteine, wie z. B. biotinilierte monoklonale 
Antikorper oder Enzyme kdnnen direkt an die Strepta- 

35 vidinschicht gebunden und in uberraschend einfacher 
Weise zu kristallisierten Schichten aufgebaut werden. 
Die Fig. 2 und 3 zeigen die erfindungsgemaBen Schich- 
ten, wobei X allgemein fur ein Makromolekul steht und 
die Quadrate □ das Protein darstellen sollen. 

40 Die derart aufgebauten zweidimensional kristallisier- 
ten Makromolekul-Schichten lassen sich dadurch erhal- 
ten, daB ein wasserlosliches Biotin-Ligand-Adaptermo- 
lekiil an die Streptavidinschicht gebunden wird und da- 
mit einem weiteren Protein neue Erkennungsstrukturen 

45 zur Verfiigung stellt Auch laBt sich ein wasserlosliches 
Polymer mit Biotin und Ligandstrukturen an die Strep- 
tavidinschicht binden, ebenso wie sich ein biotiniliertes 
Protein an die Streptavidinschicht koppeln laBt. Anga- 
ben fiir die experimentelle Vorgehensweise finden sich 

50 u.a. in Blankenburg et al., Biochemistry 1989, Vol. 28, 
8214. 

Der Nachweis der so erhaltenen Schichten erfolgt in 
einfacher Weise durch direkte fluoreszenzmikroskopi- 
sche Beobachtung. Die Kristallinitat der erhaltenen 

55 Schichten kann durch Elektronenmikroskopie nach 
Obertragung gemaB der Langmuir-Schafer-Technik 
uberpruft werden. 

Die erfindungsgemaBen kristallisierten Makromole- 
kulschichten erlauben die schnelle und einfache Berei- 

60 tung von Proben zur Strukturuntersuchung dieser Ma- 
kromolekule, welche ansonsten nicht in kristallisierter 
Form vorliegen. Diese Schichten eignen sich auch zur 
Kontrolle enzymatischer Reaktionen, wenn der Prote- 
intyp unter Erhalt seiner enzymatischen Aktivitat an die 

65 Streptavidinschicht angekoppelt ist. 
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The process comprises: 

(a) dipping the stamp in a solution containing a reagent capable of deprotecting the 
terminal functional group, 

(b) contacting the stamp with the substrate to deprotect the functional groups at the 
contact sites, 

(c) washing the substrate with an inert solvent, 

(d) coating the substrate with a first activated chemical building block so that chain 
extension takes place on the deprotected functional groups, and 

(e) repeating steps (a)-(d) using stamps whose (microstructure] patterns are adapted 
to access predetermined loci on the substrate according to the synthesis algorithm. 
Advantage - The object is to overcome the drawbacks of the process described in 

J. Biotechnol., 35(2-3), 217 (1994), which is uneconomic in that capillaries have to 
be completely filled with reagents, cannot synthesise all variants of a polymer 
molecule, and requires a micro-structured support. 
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1. Verfahren zur Herstellung einer Matrix-gebundenen miniaturisierten 
kombinatorischen Polymer- und Oligomerbibliothek von Nukleinsauren, Peptiden, 
Zuckern und anderen chemischen Verbindungen, die durch Mehrschrittsynthese 
hergestellt werden; und Kombinationen daraus, unter Verwendung eines chemisch 
inerten Stempels, dessen aktive Oberfiache eine durch den gewahlten 
Synthesealgorithmus vorbestimmte Mikrostrukturierung aufweist, wodurch ein 
selektives Ansprechen definierter Loci auf einem Substrat ermOglicht wird, und eines 
Substrats, bei dem es sich urn einen festen inerten Trager handelt, auf dessen 
Oberfiache eine Monoschicht aus einem Linker mit einer terminalen geschutzten 
funktionellen Gruppe kovaient gebunden ist, dadurch gekennzeichnet, dad 



a. besagter Stempel in eine LOsung enthaltend ein fur die Freisetzung der 
terminalen geschutzten funktionellen Gruppen geeignetes 
Entschutzungsreagenz getaucht wird, 

b. der mit dem Entschutzungsreagenz benetzte Stempel mit dem besagtem 
Substrat in Kontakt gebracht wird, wodurch an den Kontaktfiachen die 
terminalen funktionellen Gruppen freigesetzt werden, 

c. nach Waschen mit einem inerten Losungsmittel das Substrat mit einem 
ersten aktivierten chemischen Baustein uberschichtet wird, wodurch an den 
freigesetzten terminalen funktionellen Gruppen eine Kettenverlangerung 
durch den besagten chemischen Baustein erfolgt, 

d. die Synthesefolge der Schritte a-c beliebig oft wiederholt wird, bis die 
gemafl Synthesealgorithmus gewunschte Ketteniange hergestellt ist, wobei 
bei jedem Syntheseschritt definierte Loci auf besagtem Substrat durch 
Verwendung von Stempeln mit vorbestimmten Mustern angesprochen 
werden. 
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d. die Synthesefolge der Schritte a-c beliebig oft wiederholt wird, bis die 
gemafl Synthesealgorithmus gewunschte Ketteniange hergestellt ist, wobei 
bei jedem Syntheseschritt definierte Loci auf besagtem Substrat durch 
Verwendung von Stempeln mit vorbestimmten Mustern angesprochen 
werden. 
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